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В статье представлены результаты исследования влияния 0,9% раствора натрия 
хлорида для инфузий и растворов для перитонеального диализа на культуру клеток Vero 
с помощью теста с сульфородамином В. В нативной концентрации исследуемые рас-
творы проявляли цитотоксическую активность. Количество жизнеспособных клеток 
после 24-часовой инкубации с исследуемыми образцами составляло 29,32–37,58% по 
сравнению с 0,9% раствором натрия хлорида – 37,44%. Препараты в разведении 3:1 
(3 части образца и 1 часть среды для культивирования) и 2:1 проявляли несколько мень-
шее цитотоксическое действие (в пределах 32,65–56,27% и 38,07–48,84% соответствен-
но) по сравнению с разведениями раствора натрия хлорида 61,33% и 55,44% соответ-
ственно. Разведения образцов средой для культивирования клеток в соотношении 1:1 
и 1:2 проявляли еще меньшее цитотоксическое действие: после 24-часовой инкубации 
число жизнеспособных клеток составляло 51,48–67,94% и 53,49–88,85% соответствен-
но по сравнению с разведениями раствора натрия хлорида 77,39% и 77,11%. Данные 
проведенных исследований указывают на то, что растворы для перитонеального диа-
лиза имеют цитотоксическое действие, которое при слабой связи корреляции (r=0,38) 
несколько уменьшается при увеличении концентрации глюкозы. В данных исследованиях 
не установлено, какой фактор влияет на цитотоксичность клеток, однако показано, 
что при разведении растворов цитотоксическое действие уменьшается и увеличивает-
ся пролиферативная активность клеток.
Ключевые слова: перитонеальный диализ, жизнеспособность клеток, сульфо-
родамин В.
ВВЕДЕНИЕ
В последние годы для оценки без-
опасности ксенобиотиков, в том числе 
лекарственных средств, в токсикологии 
одновременно с традиционными экспери-
ментами на лабораторных животных ис-
пользуют альтернативные тесты-модели в 
условиях in vitro [1, 2]. Проведение срав-
нительных исследований позволяет сде-
лать вывод, что модели и методы in vitro 
являются достаточно точными, быстрыми 
в постановке эксперимента и экономиче-
ски рентабельными, с прогнозированием 
острой системной токсичности для чело-
века [2]. Перспективность исследований с 
использованием методов in vitro на сегод-
няшний день также связана  с возрастаю-
щим вниманием к гуманному отношению 
к теплокровным животным и сокращению 
их численности в научных экспериментах. 
Полученные результаты исследований по-
казали относительно хорошую корреля-
цию между базальной цитотоксичностью 
(LC50) in vitro и данными LD50, установлен-
ными на крысах, а также хорошую корре-
ляцию между базальной токсичностью и 
летальными концентрациями в крови для 
человека [2]. Потенциальные противора-
ковые эффекты разрабатываемых лекар-
ственных средств также изучаются на ра-
ковых клетках человека in vitro [3].
По рекомендациям ISO (International 
Organization for Standardization), ICCVAM 
(Interagency Coordinating Committee on 
the Validation of Alternative Methods) и 
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других международных организаций ис-
следования токсического действия раз-
личных химических веществ могут про-
водиться в условиях in vitro на культуре 
клеток, которая представляет собой вы-
соко сбалансированный гомеостатиче-
ский механизм, отвечающий на внешние 
раздражители разными путями. Харак-
терные свойства культуры клеток – такие 
как гомогенность, длительный срок жиз-
ни, повышенная способность к делению – 
позволяют использовать их в качестве 
тест-объекта в токсикологических ис-
следованиях. Тестирование на клетках 
in vitro позволяет получить информацию 
о потенциальном цитотоксическом дей-
ствии вещества или препарата. Исследо-
вания проводят на первичных культурах 
клеток и тканей, выделенных из организ-
ма животных, человека, и перевиваемых 
или постоянных, полученных из отдель-
ных видов опухолей. На сегодня создан 
достаточно большой банк клеточных 
линий, которые имеют разное органное 
и видовое происхождение. Общая цито-
токсичность, как неблагоприятное воз-
действие на структуру и свойства клеток, 
оценивается по их способности к выжи-
ванию, пролиферации и функциональ-
ной активности. Учитывая указанное, 
на клеточном уровне можно выделить 
три основных механизма токсического 
действия: повреждение клеточных мем-
бран, нарушение процессов метаболизма 
и нарушение регуляции деления клеток. 
Выбор клеток-мишеней зависит от ожи-
даемых биологических эффектов иссле-
дуемого вещества. Исследования непо-
средственно на культуре клеток челове-
ка упрощают экстраполяцию данных и 
прогнозирование токсичности вещества 
по отношению к организму человека или 
фармакологических свойств исследуемо-
го лекарственного средства [1–3, 4].
Для изучения биосовместимости рас-
творов для перитонеального диализа (ПД) 
с брюшиной проводятся многочисленные 
исследования, среди которых распро-
странены опыты по определению жизне-
способности клеточных линий в тестах с 
нейтральным красным и метилтетразолия 
бромидом (МТТ-тест). Литературные дан-
ные свидетельствуют, что традиционные 
растворы для ПД имеют низкую биосов-
местимость из-за высоких значений содер-
жания глюкозы, натрия лактата, продуктов 
деградации глюкозы (ПДГ), осмолярности 
и низких значений рН. Однако остается 
неясным, насколько бионесовместимость 
присуща каждому фактору отдельно или 
их комбинации [5–9]. Собственные иссле-
дования в MTT-тесте также подтвердили 
угнетение жизнеспособности клеток по-
чек обезьяны [10].
Целью нашего исследования была 
оценка цитотоксического действия сте-
рильных растворов натрия хлорида для 
инфузий и растворов для ПД на культурах 
клеток в условиях in vitro с помощью теста 
с сульфородамином В. Данный тест осно-
ван на способности анионного красителя 
сульфородамина В взаимодействовать с 
белками клеток, что позволяет определить 
степень пролиферации клеток [11].
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Состав исследуемых растворов для ПД 
приведен в таблице 1. В работе использо-
вали следующие методы исследований: 




Концентрация ионов, ммоль/л Концентрация глюкозы 
моногидрата, г/л
Материал 
упаковкиNa+ Ca2+ Mg2+ Cl- CH3CH(OH)
COO-
0 154 - - 154 стекло
1 (10413) 132 1,25 0,25 95 40 15,0 -//-
2 (20413) 132 1,25 0,25 95 40 42,5 -//-
3 (30513) 132 1,25 0,25 95 40 15,0 -//-
4 (40513) 132 1,25 0,25 95 40 42,5 -//-
5 (10415) 132 1,25 0,25 100 35 15,0 -//-
6 (20415) 132 1,25 0,25 100 35 25,0 -//-
7 (30415) 132 1,25 0,25 100 35 42,5 -//-
8 (21116) 132 1,25 0,25 95 40 42,5 ПВХ
9 (10117) 132 1,25 0,25 95 40 25,0 ПВХ
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технологический, химический (аргенто-
метрический – метод Мора), спектрофо-
тометрический (определение содержания 
3,4-дидеоксиглюкозон-3-ена (3,4-ДГЕ) и 
5-оксиметилфурфурола (5-ОМФ) по опти-
ческой плотности при длине волны 228 нм 
и в максимуме поглощения (λmax=273–279 
нм), потенциометрический, биологиче-
ский (определение жизнеспособности кле-
ток), а также методы статистической обра-
ботки результатов.
Метод Мора. 10 мл раствора для ПД 
помещают в коническую колбу вместимо-
стью 50 мл, добавляют 0,8 мл раствора ка-
лия хромата (индикатор) и титруют 0,1 М 
раствором серебра нитрата до оранжево-
желтой окраски раствора. 1 мл 0,1 М раство-
ра серебра нитрата соответствует 3,545 мг 
Cl- (хлорид-ионов), которых в 1 мл раство-
ра должно быть от 95 до 105% от заявлен-
ного содержания. Содержание хлорид-ио-
нов (Х1), в ммоль в 1 л раствора, рассчиты-





V KX V K⋅ ⋅ ⋅= = ⋅ ⋅
⋅
,      (1)
где V1 – объем 0,1 М раствора серебра 
нитрата, использованного на титрование 
раствора для ПД, мл; 
К – коэффициент поправки к молярно-
сти 0,1 М раствора серебра нитрата, 
10 – объем исследуемого раствора для 
титрования, мл.
Процесс деградации глюкозы оценива-
ли по изменению значений рН и оптической 
плотности при длине волны 228–230 нм, 
а также в максимуме поглощения в диа-
пазоне длин волн 273–286 нм до и после 
стерилизации и при хранении. Значение 
рН исследуемых растворов измеряли в ин-
тервале температур 20°С–25°С. Перед из-
мерениями рН-метр калибровали с помо-
щью буферных растворов со значениями 
рН 4,01, 6,87, 9,18.
Приборы, используемые в исследова-
ниях: рН-метры «рН-150 М» (Республика 
Беларусь), «Sartorius AG» (Германия), бю-
ретки I класса точности (объем бюретки 
25,0 мл, цена деления 0,05 мл, точность 
измерения 0,03 мл); спектрофотометры 
Hitachi U-2810 (Hitachi High-Technologies 
Corporation, Япония) и Optizen POP 
(Mecasys Co. Ltd., Корея) с кюветой с тол-
щиной слоя жидкости 1 см.
Исследовали цитотоксическое дей-
ствие препаратов: 0,9% раствора натрия 
хлорида для инфузий (образец 0с) и 9 об-
разцов растворов для ПД (образцы: 1с, 2с, 
3с, 4с, 5с, 6с, 7с, 8с, и 9с). Серию разведе-
ний исследуемых образцов (3:1, 2:1, 1:1 и 
1:2) готовили из нативных образцов  разве-
дением питательной средой для культиви-
рования клеток. Каждое разведение каж-
дого образца исследовали в 2 повторениях.
Объектом исследования в условиях in 
vitro была культура клеток почки обезья-
ны (линия Verо). Клетки культивировали 
в питательной среде RPMI 1640 с содер-
жанием 4 ммоль/л L-глютамина, 10% эм-
бриональной телячьей сыворотки в ув-
лажненной атмосфере с 5% СО2 при тем-
пературе 37°С. Замену среды проводили 
каждые 2 суток. Плотность монослоя ис-
следуемых клеток составляла (2,0–4,0)х104 
клеток/см2.
Для работы на культуре клеток исполь-
зовали специальное оборудование: лами-
нарный бокс, микроскоп бинокулярный, 
термостат с 5% СО2, центрифугу с ротором 
для планшетов, ИФА-ридер Sunrise Tecan 
(Австрия), пипетки дозаторы одно- и мно-
гоканальные переменного объема от 1 до 
1000 мкл, камеру Горяева, весы электрон-
ные лабораторные, холодильник бытовой 
электрический с морозильной камерой, 
анализаторы с погрешностью измерений 
рН±0,01.
В ходе эксперимента клетки высажи-
вали в лунки 96-луночного планшета. В 
каждую опытную лунку вносили по 100 
мкл соответствующего разведения пре-
парата (в 2 параллелях на каждое разве-
дение). В контрольные лунки вносили по 
100 мкл культуральной среды. Планшеты 
инкубировали в СО2-инкубаторе 24 часа 
при температуре 37°С и 5% СО2. После 
прекращения инкубации из каждой лунки 
осторожно удаляли культуральную среду 
и промывали лунки теплым фосфатным 
буферным раствором для удаления бел-
ков культуральной среды, которые могут 
существенно влиять на результаты экс-
перимента. Затем добавляли 10% раствор 
трихлоруксусной кислоты на физиоло-
гическом растворе для фиксации клеток 
и выдерживали в течение 60 мин в холо-
дильнике при температуре 4°С. По оконча-
нии фиксации планшеты осторожно про-
мывали проточной водой и просушивали 
на фильтровальной бумаге. Для окраски 
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добавляли 0,4% раствор сульфородамина 
В и выдерживали при комнатной темпера-
туре в течение 60 мин. Для удаления кра-
сителя лунки трижды промывали 1% рас-
твором кислоты уксусной ледяной. Затем 
в каждую лунку добавляли по 100 мкл 10 
ммоль раствора Trise-base для растворения 
красителя, держали на шейкере 15 мин при 
скорости до 250 об/мин. Определяли опти-
ческую плотность содержимого лунок при 
длине волны 540 нм с помощью ИФА-ри-
дера Sunrise Tecan (Австрия).
Оценку результатов проводили по фор-
муле:
КЖК = ОПОК / ОПКК х 100%,      (2)
где КЖК – количество жизнеспособ-
ных клеток,
ОПКК – оптическая плотность в кон-
трольных лунках (клетки с питательной 
средой), 
ОПОК – оптическая плотность в опыт-
ных лунках (клетки с исследуемыми об-
разцами).
Для характеристики силы связи меж-
ду двумя переменными использовали 
классификацию Ахима Бююля и Пете-
ра Цефеля (коэффициент корреляции, r): 
до 0,2 – очень слабая, до 0,5 – слабая, до 
0,7 – средняя, до 0,9 – высокая и свыше 
0,9 – очень высокая корреляция. 
 РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Результаты исследования влияния 
0,9% раствора натрия хлорида для ин-
фузий и растворов для ПД на культуру 
клеток Vero представлены в таблице 2. 
В нативной концентрации исследуемые 
растворы проявляли умеренно выражен-
ную цитотоксическую активность. Ко-
личество жизнеспособных клеток после 
24-часовой инкубации составляло 29,32–
37,58%. При этом наибольшая цитотокси-
ческая активность была установлена для 
образца 5с (29,32%), а наименьшая – для 
образцов 0с (37,44%) и 6с (37,58%) по от-
ношению к контрольным лункам. Препа-
раты в разведении 3:1 (3 части образца и 1 
среды для культивирования) и 2:1 (2 части 
образца и 1 среды для культивирования) 
проявляли несколько меньшее цитотокси-
ческое действие (в пределах 32,65–61,13% 
и 38,07–55,44% соответственно). Разведе-
ния образцов средой для культивирования 
клеток в соотношении 1:1 и 1:2 проявляли 
еще меньшее цитотоксическое действие. 
Так, после 24-часовой инкубации с препа-
ратами в разведениях 1:1 и 1:2 оставалось 
51,48–77,39% и 53,49–88,85% жизнеспо-
собных клеток (таблица 2, рисунок 1). 
Таким образом, полученные результа-
ты исследования позволяют сделать вывод, 
что нативные растворы для ПД проявляли 
более выраженное цитотоксическое дей-
ствие по сравнению с 0,9% раствором на-
трия хлорида. Уменьшение концентрации 
препаратов в инкубационной среде путем 
их разведения способствовало повышению 
выживаемости клеток почки обезьяны ли-
нии Vero и увеличению их количества. 
После инкубации с исследуемыми об-
разцами, кроме снижения жизнеспособно-
сти клеток, наблюдали изменения их мор-
фологии и состояния монослоя по сравне-
нию с  контрольными лунками, где клетки 
оставались в виде целостного монослоя 
с плотными межклеточными контактами; 
Таблица 2. – Влияние стерильных 0,9% раствора натрия хлорида и растворов для ПД 
и их разведений на жизнеспособность клеток почек (линия Verо), (данные SRB-теста 
после 24-х часов инкубации), М ± m
Разведение Образцы, % жизнеспособных клеток
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Рисунок 1. – Влияние исследуемых образцов на выживаемость клеток почки обезьяны 
линии Vero (данные SRB-теста в % по отношению к контролю)
Таблица 3. – Физико-химические свойства нативных простерилизованных 
0,9% раствора натрия хлорида и растворов для перитонеального диализа
структура и мембрана клеток были не на-
рушены, интенсивность окраски сульфоро-
дамином В соответствовала стандартному 
уровню при нормальном процессе синтеза 
белка. Инкубация клеток линии Vero с пре-
паратами в нативной концентрации вызы-
вала угнетение синтеза белка почти в 60% 
клеток, при этом межклеточные контакты и 
монослой клеток были нарушены. При воз-
действии препаратов в разведении 3:1 и 2:1 
монослой клеток по сравнению с контролем 
был не плотным, наблюдалась незначитель-
ная потеря межклеточных контактов. Пре-
параты в разведении 1:1 и 1:2 практически 
не изменяли структуру клеток, целостность 
их мембран и монослоя, наличие межкле-
точных контактов, процесс синтеза белка 
не имел существенных различий по сравне-
нию с клетками в контрольных лунках.
В исследованиях была установлена 
слабая корреляция между увеличением 
жизнеспособности клеток и увеличени-
ем концентрации глюкозы в растворах 
(r=0,37), что можно объяснить положи-
Показатели Идентификация и физико-химические свойства исследуемых образцов
0с 1с 2с 3с 4с 5с 6с 7с 8с 9с
рН (рН 150М) 5,11 5,77 5,37 5,44 5,25 5,70 5,42 5,64 5,57 5,43
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тельным влиянием глюкозы на синтез бел-
ков в клетках почки обезьяны (рисунок 2). 
О положительном влиянии глюкозы на 
жизнеспособность клеток in vitro заявляют 
Distler и соавт. (2014) [4].
При изучении влияния оптической 
плотности исследуемых растворов для ПД 
при 228 нм на жизнеспособность клеток в 
Рисунок 2. – Оценка жизнеспособности клеток в тесте с сульфородамином В 
в зависимости от концентрации глюкозы
Рисунок 3. – Оценка жизнеспособности клеток в тесте с сульфородамином В 
в зависимости от оптической плотности растворов для ПД при 228 нм
тесте с сульфороданином В была установ-
лена очень слабая корреляция (r = 0,179) 
между увеличением жизнеспособности 
клеток и увеличением оптической плот-
ности при длине волны 228 нм, на осно-
ве чего можно сделать вывод, что 3,4-ДГЕ 
почти не влияет на синтез белка клеток 
почки обезьяны (рисунок 3). 
При установлении зависимости между 
жизнеспособностью клеток и рН растворов 
была установлена слабая корреляция между 
уменьшением жизнеспособности клеток 
почки обезьяны по мере увеличения рН рас-
творов после стерилизации (r = 0,380 при ис-
пользовании рН метра рН 150М и r = 0,378 
при использовании рН метра рН 410). В то 
же время установлена аналогичная слабая 
корреляция, однако с более высоким коэф-
фициентом корреляции (r = 0,450), между 
уменьшением рН растворов для ПД и уве-
личением концентрации глюкозы (рисунки 
4, 5). Данные такой взаимосвязи можно так-
же объяснить тем, что на пролиферативную 
способность клеток в определенной степени 
влияет концентрация глюкозы.
ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Данные проведенных исследований 
указывают на то, что растворы для ПД про-
являют цитотоксическое действие по срав-
нению с 0,9% растром натрия хлорида, 
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Рисунок 4. – Оценка жизнеспособности клеток в тесте с сульфородамином В в 
зависимости от рН растворов для ПД (А – рН метр рН150 М, Б – рН метр рН410)
Рисунок 5. – Зависимость рН растворов для ПД от концентрации глюкозы
которое при слабой связи корреляции не-
сколько уменьшается при увеличении кон-
центрации глюкозы. В данных исследова-
ниях не установлено, какой фактор влияет 
на цитотоксичность, однако показано, что 
при разведении растворов цитотоксиче-
ское действие уменьшается, а пролифера-
тивная активность клеток увеличивается. 
Наши исследования подтвердили гипотезу 
о негативном влиянии комплекса факто-
ров: кислых значений рН (5,11–5,77), ПДГ, 
содержания глюкозы и натрия лактата, а 
также повышенной осмолярности раство-
ров на пролиферативную активность кле-
ток почек обезъяны линии Vero.
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SUMMARY
N. I. Hudz, A. M. Filipskaya, 
О. S. Lagutinа, R. S. Korytniuk, 
P. P. Wieczorek
ESTIMATION OF CYTOTOXIC ACTION 
OF SOLUTIONS FOR PERITONEAL 
DIALYSIS IN THE TEST WITH 
SULPHORODAMIN B
The results of the study of the effect of 
0,9% solution of sodium chloride for infu-
sions and solutions for peritoneal dialysis on 
the culture of Vero cells with sulforhodamin B 
test are presented in the article. In native con-
centration the studied solutions have shown 
cytotoxic activity. The number of viable cells 
after 24 hours incubation on the samples stud-
ied made 29,32–37,58% compared to 0,9% so-
dium chloride solution made 37,44%. The 3:1 
(3 parts of the sample and 1 part of culture me-
dium) and 2:1 diluted preparations (2 parts of 
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the sample and 1 part of culture medium) ex-
hibited a slightly lower cytotoxic effect (within 
32,65–56,27% and 38,07–48,84% respec-
tively) in comparison with the dilutions of so-
dium chloride solution of 61,33% and 55,44% 
respectively. The dilutions of the samples by 
the medium for cells cultivation in proportion 
1:1 and 1:2 showed even less cytotoxic effect: 
after 24 hours incubation the number of viable 
cells made 51,48–67,94% and 53,49–88,85% 
respectively compared to dilutions of sodium 
chloride solution of 77,39% and 77,11%. The 
data of the conducted studies indicate that so-
lutions for peritoneal dialysis have cytotoxic 
effect which at weak correlation (r = 0,38) 
decreases slightly with an increase of glucose 
concentration. In these studies it has not been 
established which factor effects cells cytotox-
icity, but it has been shown that while dilut-
ing the solutions cytotoxic effect decreases and 
proliferative activity of cells increases.
Keywords: peritoneal dialysis, cell vi-
ability, sulphorodamin B.
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